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潰瘍性大腸炎(Ulcerative colitis; UC)やクローン病(Crohn’s disease; CD)に代表され











 一方，様々な RNA結合蛋白が特定のmRNAやマイクロ RNAと結合して蛋白翻訳を
制御していることが知られている [13]．heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 
(hnRNP)ファミリーは，30種類の RNA結合蛋白から構成され，様々な臓器の細胞核内
で RNAの成熟に関与し，細胞質でmRNA と結合しその翻訳を調節している[14][15]．




る polypyrimidine tract-binding protein (PTB)-binding 2(RAVER2)の遺伝子多型が報
告された[17]．また, Nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 2 
(Nod2) の変異により RNA結合蛋白 hnRNP A1のインターロイキン-10プロモーター
領域への結合が阻害され，インターロイキン-10 産生が抑制されることで腸炎が増悪す










6週齢 C57Bl6/J(Sanlyo Labo Service, Tokyo, Japan)を用いた． 
２． 抗 CD3抗体誘発小腸障害マウスの作成 
 6週齢 C57Bl6/J マウスにハムスター抗 CD3e抗体（145-2C11, Sigma-Aldrich, 
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St. Louis, MO, US）12.5μg/マウスをリン酸緩衝生理食塩水(PBS) 200μlに希釈
後，マウス腹腔内へ注入した． 
３． 遺伝子導入の方法 
ハムスター抗CD3e抗体を腹腔内注入する24時間前に，HVJ Envelope VECTOR 
KIT（石原産業，大阪，日本）を用いて hnRNP A1 の siRNA (SignalSilence○R  
hnRNP A1 siRNA I #7668, Cell Signaling Technology, Denvers, MA, US)およ
びスクランブル RNA(5’-auccgcgcgauaguacgua-3’)を腹腔内注入した． 
４． 腸管浮腫の検討方法 
 C57Bl6/J マウス(6週齢)に抗 CD3抗体を腹腔内注入した 24時間後に，近位空
腸を切除し，切除した腸管の重量(mg)と長さ(cm)を計測し，腸管 1cmあたりの腸
管重量(mg/cm)を算出した．これを腸管浮腫の程度の指標として用いた． 
５． Extra vivo intestinal loop study 
  C57Bl6/J マウス(6週齢)に抗 CD3抗体を腹腔内注入した 24時間後に，近位空
腸を 6cm切除し，切除腸管内に RPMI 1640を 1mlずつ注入し，両端を糸で結紮
した．細胞培養ディッシュ(Falcon, Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, 
NJ)内に，上記で作成した腸管ループを 25mlの RPMI 1640 で満たし，5% CO2
インキュベーター内で 37℃2時間インキュベーションした．結紮した空腸ループ
内それぞれに 1mCi/ml[3H]-マンニトールを注入して 3 ml/wellのRPMIで満たし
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た 6 well ディッシュ中でインキュベートし，腸管外のメディウム 100μl 中のア
イソトープ活性（cpm 値）を Beckmanシンチレーションスペクトルメーターで
計測した。20 分・35 分後のアイソトープ活性から 5 分後のアイソトープ活性を
引くことで、15分間・30分間の露出したマンニトール量とした． 
６． TUNEL(TdT-mediated dUTP Nick-end Labeling)染色 
抗 CD3 抗体腹腔内注入後の C57Bl/6J マウスより切除した空腸組織を 10%緩
衝ホルマリンで固定後，パラフィンで包埋し，4mの切片を作成した．これをキ
シレン・エタノールで脱パラフィン処理した後，プロティナーゼ K(20μg/ml, 
Tris-HCl 10mM, pH 7.4)で 37℃ 30分インキュベートした．PBSで 2回洗浄後，
In Situ Cell Death Detection Kit, TMR red(Roche Diagnostic, Indianapolis, IN, 
USA)を用い，37℃ 60 分間反応を行い，PBS で 3 回洗浄後，DAPI(Lonza)を 5




７． Western Blotting 
 抗 CD3抗体腹腔内注後の C57Bl/6J マウスより空腸を摘出し，空腸粘膜を回収




gの濃度になるように調整し，Laemmli を加え沸騰させた．これを 12.5% sodium 
dodecyl sulfate Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE)にて泳動し，
バッファー(25 mM Tris, pH 8.8, 192 mMグリシン，20% (vol/vol)メタノール)中
でニトロセルロース膜に転写した．その後， 1% (wt/vol) bovine serum albumin 
(BSA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)を添加した 0.05% (vol/vol) Tween 20 
(T-PBS) を用いて，ニトロセルロース膜の非特異的反応をブロックし，各種一次
抗体 [抗 hnRNP A1 単クローン抗体(abnova)，抗 NF-κB 単クローン抗体(Cell 
signaling technology)，抗 PARP(nuclear poly(ADP-ribose) polymerase)多クロ
ーン抗体(Cell signaling technology)，抗 Fas-リガンド多クローン抗体(Novus 
Biological), 抗 Fas 多クローン抗体(Novus Biological) , 抗トレフォイル因子 
2(Tff2)多クローン抗体 (Protein tech)，抗アクチン単クローン抗体 (BD 
transduction laboratories, Lexington, KY)]と 4℃で 16時間反応させた．T-PBS
で 3 回洗浄後，それぞれの特異的二次抗体[horseradish peroxidase-conjugated 
secondary antibody (R&D systems, Minneapolis, MN)]で 1 時間反応させ，





８． Real-time PCR 
       マウス腸管上皮からRNeasy mini kit (Qiagen, Tokyo, Japan)を用いてRNAを    
   抽出した．hnRNP A1 mRNAの発現については，High capacity cDNA reverse  
   transcription kit (Applied Biosystems, Foster City, CA)を用いてcDNAを作製し， 
   hnRNP A1 mRNA特異的プライマー(sense, 5’-tggaagcaattttggaggtgg-3’,  
   anti-sense, 5’-ggttccgtggtttagcaaagt -3’)を用いてreal-time PCRにて検出した．   
     炎症関連サイトカインの発現については，腫瘍壊死因子-α(TaqMan○R  Gene   
   Expression Assays, Life Technology, Mm99999068_m1), インターロイキン-γ
((TaqMan○R  Gene  
   Expression Assays, Life Technology, Mm9999907_m1), インターロイキン-1β
(TaqMan○R  Gene     
     Expression Assays, Life Technology, Mm01336189_m1), インターロイキン
-4(sense, 5’-ggcattttgaaggaggtcaca-3’, antisense, 5’-aggacgtttggcacatcca- 3’, probe, 
5’-agaagggacgccatgcacggag - 3’ 
), インターロイキン-6(sense, 5’-aagccagagctgtgcagatgagta- 
   3’, antisense, 5’-tgtcctgcagccactggttc-3’), インターロイキン-10     
     (sense,5’-gaccagctggacaacatactgctaa-3’, antisense,   
     5’-gataaggcttggcaacccaagtaa-3’), インターロイキン-12(sense,  
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     5’-tgtcttagccagtcccgaaacc-3’, antisense, 5’-tcttcatgatcgatgtcttcagcag-3’), インタ 
     ーロイキン17a(sense, 5’-acgcgcaaacatgagtccag-3’, antisense,  
     5’-aggctcagcagcagcaacag-3’)の特異的プライマーを用いてreal-time PCRにて検出  
     した．18S rRNAの発現量を内部コントロールとして標準化した． 
９． cDNAアレイ 
hnRNP A1の siRNAもしくはスクランブル RNA腹腔内注入 24時間後のマウス
腹腔内に抗 CD3 抗体を注入し，24 時間経過後に空腸を切除し，空腸粘膜を回収
し，トライゾールにて RNAを抽出した．両マウスのmRNA発現のプロファイル













れ，その後は軽快していった(図 1a,b)．そこで，ハムスター抗 CD3e抗体 12.5μg/
マウスを腹腔内注入したのち，3 時間後，8 時間後，24 時間後にそれぞれマウスよ
り空腸粘膜を回収し，タンパク・RNA を抽出し，hnRNP A1 の経時的発現変化を
Western Blotting, Real-time PCRにて検討した．hnRNP A1タンパク発現は 24時
間後において有意に増加していた(図 1c)．RT-PCR では注入前 の hnRNP A1 発現
量を 1として比較（平均±標準偏差）したところ，3時間後で 1.11±0.36, 8時間後
で 2.32±1.01, 24時間後で 2.44±1.51であり，8，24時間後において有意に増加し
ていた（p<0.05）．以下の実験では，24時間後の小腸サンプルを用いた． 
 
２． hnRNP A1発現抑制による抗 CD3抗体誘発小腸障害マウスの腸管障害の変化 
 抗 CD3抗体誘発小腸障害マウスにおける hnRNP A1の作用を解明する目的で，
C57Bl6/J(6週齢)マウスに対し，HVJ Envelope VECTOR KIT を用いて hnRNP A1
の siRNA を腹腔内注入し，hnRNP A1 発現抑制モデルマウスを作製した．対象群
として無処置のコントロールマウス群，スクランブル RNA を腹腔内注入したマウ





に比較してスクランブル RNA 群で絨毛短縮・腸管浮腫がみられるが，hnRNP A1
発現抑制マウスでは，この絨毛の短縮と絨毛先端の浮腫が著しく増悪していた(図 2)．
摘出空腸組織の腸管重量と腸管長を測定し，腸管重量/腸管長比(mg/cm)を比較（平
均±標準偏差）したところ，無処置コントロールマウス群で 35.2±4.2 mg/cm, スク




コントロールマウス群でそれぞれ 57±20.5, 121±30.7 cpm, スクランブル RNAマ
ウス群ではそれぞれ 98±51.4, 174±82.6cpmであったが，hnRNP A1発現抑制マ
ウスではそれぞれ 122±29.2, 230±49.8 cpmであり，30分後のマンニトール濃度
が両群に比べ有意に増加していたことから(p<0.05)，腸管バリア機能の低下が明ら
かとなった．以上より，hnRNP A1 発現抑制下において，抗 CD3 抗体誘発小腸障
害が増悪することが明らかとなった． 
 
３． hnRNP A1発現抑制による小腸粘膜のアポトーシスの変化 
 抗 CD3抗体誘発小腸障害において hnRNP A1発現抑制によるアポトーシスの変






ぞれ 9.3±4.5, 10.6±3.2個/視野であったのに対し，hnRNP A1発現抑制マウスでは








ターフェロン-γ, インターロイキン-1β, インターロイキン-4, インターロイキ
ン-6, インターロイキン-10, インターロイキン-12, インターロイキン-17a)の発
現量を解析した(表 1)．腫瘍壊死因子-α，インターロイキン-6, 17a では，無処
置コントロール群に比較して両群で有意に上昇しており, かつスクランブル









 Western blotting でアポトーシス関連分子（NF-κB, リン酸化- NF-κB, 
PARP, cleaved PARP, Fas-リガンド, Fas）の発現について検討したところ，
hnRNP A1発現抑制マウスにおいて，cleaved PARP, Fas-ligandの著明な発現
亢進を認めた(p<0.05)(図 4)．hnRNP A1発現抑制により，腫瘍壊死因子-αや
Fas-リガンドの発現が亢進し，アポトーシスが亢進したものと考えられた． 
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においても hnRNP A1が腸管上皮アポトーシスを制御していることが明らかになった． 
   hnRNP A1による抗アポトーシスの作用機序を明らかにする目的で，cDNAアレイを
行った結果，hnRNP A1発現抑制によりトレフォイル因子 2 mRNAの著明な発現低下
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24時間後の発現量を比較した（平均±標準偏差, % of control）．hnRNP A1のhnRNP A1
タンパク発現は24時間後において有意に増加していた(p<0.05)． *p<0.05 
 
図 2 hnRNP A1発現抑制による抗CD3抗体注入24時間後の腸管障害(H-E, X100) 







図 3 hnRNP A1発現抑制による小腸粘膜のアポトーシスの変化(TUNEL染色, x200) 
 抗CD3抗体腹腔内注入24時間後に回収した空腸粘膜組織にTUNEL染色を行った． 
hnRNP A1発現抑制マウスでは，スクランブルRNA群に比較して絨毛・陰窩ともTUNEL
陽性細胞数の有意な増加を認めた (n=5) (p<0.05)． 
 



















図4  hnRNP A1発現抑制による腸管組織中のアポトーシス関連分子の変化 
 (b)Western blotting (n=5); アポトーシス関連分子（NF-κB, リン酸化- NF-κB, PARP, 
27 
 
cleaved PARP, Fas-リガンド, Fas）の発現について検討した．画像解析ソフトにてバン
ド強度を定量化，アクチンを内部コントロールとして標準化し，無処置コントロール群
のタンパク発現量を100%としてスクランブルRNA群，hnRNP発現抑制群のタンパク発
現量を比較した（平均±標準偏差, % of control）．hnRNP A1発現抑制群において，
cleaved PARP, Fas-リガンドの著明な発現亢進を認めた(p<0.05)． *p<0.05 
 
 
表2  cDNAアレイによるhnRNP A1標的分子の検討 













RNA群，hnRNP発現抑制群の発現量を比較した（平均±標準偏差, % of control）．
hnRNP A1発現抑制マウスにおける有意な発現低下が認められ，無処置コントロールマ
ウスの発現レベルと同等であった(n=5)．*p<0.05 




投与前 3時間後 24時間後 
a 抗CD3抗体投与後の腸管障害の組織学的変化(H-E x100) 
抗CD3抗体投与後hnRNP A1の経時的発現変化(Western blotting) 




投与前 3時間後 24時間後 
b 抗CD3抗体投与後のアポトーシスの変化(TUNEL染色 x 200) 
hnRNP A1/アクチン 
(% of control) 





抗CD3抗体 － + 
図3 
安藤 勝祥 
－ スクランブル hnRNP A1 
+ 
siRNA 









腫瘍壊死因子-α  0.93±0.13 3.8±2.1* 7.1±2.0** 
インターフェロン-γ  1.0±0.19 2.3±0.85* 2.2±0.34 
インターロイキン-1β  1.1±0.39 0.18±0.07 0.27±0.15 
インターロイキン-4 0.84±0.36 0.84±0.44 1.2±0.80 
インターロイキン-6 1.8±1.4 11.6±6.1* 24.7±14.7** 
インターロイキン-10 1.0±0.50 21.1±8.9* 18.62±6.4 
インターロイキン-12 1.1±0.90 1.8±1.1 1.4±1.5 







100±68.7 36.6±36.2 29.1±17.0* 




100±89.0 106±78.1 90.2±63.1 





－ スクランブル hnRNP A1 
+ 
siRNA 
抗CD3抗体 － + 
－ スクランブル hnRNP A1 
+ 
siRNA 
抗CD3抗体 － + 
PARP/アクチン 
(% of control) 
Cleaved PARP/アクチン 
(% of control) 
Fas/アクチン 
(% of control) 
Fasリガンド/アクチン 
(% of control) 
cDNAアレイによる2倍以上の発現亢進mRNA a 
CAP-GLY domain containing linker protein 2  2.54 
cytochrome P450, family 3, subfamily a, polypeptide 16  2.98 
cytochrome P450, family 3, subfamily a, polypeptide 41 2.60 
defensin related cryptdin 21 2.96 
defensin related cryptdin 5 2.74 
defensin related cryptdin 5  2.89 
defensin related sequence cryptdin peptide 2.76 
metallothionein 1  2.97 
metallothionein 2  2.80 





carboxypeptidase A1  -2.61 
carboxypeptidase B1  -2.61 
chymotrypsinogen B1  -3.09 
CUB and zona pellucida-like domains 1 -2.97 
elastase 1, pancreatic  -2.87 
elastase 3, pancreatic  -2.96 
glycoprotein 2 (zymogen granule membrane)  -2.61 
kallikrein related-peptidase 15  -3.16 
pancreatic lipase related protein 1 -2.81 
phospholipase A2, group IB, pancreas -2.65 
protease, serine, 2  -2.59 
regenerating islet-derived 2 -2.85 
serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade I, member 2 -2.80 
syncollin -2.77 
trefoil factor 2 -3.35 











－ スクランブル hnRNP A1 
+ 
siRNA 
抗CD3抗体 － + 
トレフォイル因子2/
アクチン 
(% of control) 
